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(54) Verwendung von pordsen, neutral oder negativ geladenen Membranmateriallen als 
Bdladungsmateriailen bei der Gelelektrophorese 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwen- 
dung von porteen hydrophiien Membranmaterialien, die 
an ihrer Oberfiaclie neutral Oder negativ geladen sind, 
als Beladungsmateriallen bel der Gelelektrophorese 
von Nukleinaauren oder Proteinen, die mit einem hydro- 
phoben Faftietoff marldert sind. 



00 
LO 

o 

Q. 

m 



Pr^rMd l3y Xum (UK) BuHtmu Smviom 
2 16 7/3 S 



1 EP0976 758A1 



Besdirelbung 

[0001] Die vorliegerxle Erfindung betrifft die Verwen- 
dung von porOsen hydrophilen Membranmaterialien, die 
an ihrer Oberfidche neutral oder negativ geladen sind, 5 
al8 Beladungemateriaiien bei der Oeielektrophorese 
von NuMainsauren oder Proteinen, die mil einem hydro- 
phoben Farfaeioff markiert sind. 
[0002] Bei den bisher bekannlen Verbhren zum Bela- 
den einer Gelelektrophorese-Apparatur, wird das aufzu- io 
tragende Probenmaterial in Taechen eingebracht, die in 
dem verwendeten Gel ausgebtldet worden sind. Qelta- 
schen werden dabei auf zwei Arten eneugt: (1) Plastik- 
kfimma, die Zflhne In Form der auszublldenden 
Geltaschen besitzen. werden als Platzhalter ins unpoly- is 
merisierte Gel eingefCihrt und nach der Polymerisation 
des Qeis herausgezogen und (2) Tiaifischzahn- 
kanvne', d h. Plastikkdmme, die die Form der Gelta- 
schenwdnde besitzen, werden auf das bereits 
auspolymerisierte Gel aufgesetzt Gerade die zweite so 
Methode eignet sich aber nur fOr sahr dOnne Gele. Das 
Belader der ausgeformten Gehaschen kann per Hand 
gesctiehen, das Probenmaterial wird mit einer Ein* 
zel- Oder Multiplpette aufgenommen und in die Gelta- 
schen eingebracht tnzwischen gibt es jedoch auch 
Plpettler-Robater, die mit einer grOHeren Genauigkett 
den Probenmaterial-Auftrag vornehmen. Allgemein 
bestehen aber bei den bisher betannten Methoden der 
GeleleMrophorasa Iblgende Probleme: 

30 

aiifwendiges SpCHen der ausgebildeten Taschen, 

- BesOiddigung des Trennmittels (Gels), insbesond- 
ere wenn ein 'Hatfischzahnkamm" verwendat wird. 
Diffusion der Proben aus den Taschen und dadurch 
Einsetzen eines hOchst unwilBommenen Vermisch- ss 
vorgangs. 

Beladen schmaler Trenrvnitieltaschen sehr schwie- 
rig. 

• schwieriges Einfuhren des i^arfischzahnkamms, 

Beschddigung der Trennmitteltaschen, wodurdi 40 
wenlger Beladungsstellen als ursprQnglich beab- 
sichtigt zur Verlugung stehen. 

- wenige Beladungsstellen (ca. 20-80). die pro Pro- 
benbearbeitung zur Verfugung stehen. 

4S 

[0003] Es gibt auch bereiis Modlflkationen der obigen 
Geleiektrophoresetrerfiahren. Bet diesen wird eine Qel- 
tasche geformt in die ein mit der aufzuirennenden 
Probe getrankter Zahnkamm eingebracht wird (US-A- 
5.405,516; WO 96/27787). Durch Aniegen von Span- so 
nung kommt es zur Abgabe der Probe in das Gel und 
zur gewunschten Aultrennurtg der Probe. Als mogliche 
Materiallen fOr den Zahnfcamm wurden porOse Matarla- 
lien, z.B. Celluioee-Mischester und Nylon, genannt 
(Ertle et aJ.. Nudeic Acids Research. 1997. \foi. 25, Ho, ss 
U.S. 2229-2230). 

Der Einsatz dieser modrftzierten GeJelektrophorese- 
Methode fOr die DNA-Sequenzierung nach Sanger, wo 



unterschiedliche Sequenzreaktionen unterschiedlich 
mit hydrophoben Rartetoffen markiert sind. brachte 
jedoch unzufriedenstellende Ergebnisse, die teHweise 
nichi ausweribar waren. 

[0004] Die Aufgabe der vorliegenden Erfirxdung 
besteht deshalb darin, eine Mogiichkert bereitzusteilen, 
mit die Protein- oder NuMeinsfiure-Auftrennung verbes- 
sert werden lenn, wenn diese mit hydrophoben Faib- 
stoNen marldert worden sind. 
[0005] Diese Aufgabe wird durch die Gegenstflnde 
der Patentanspruche gelOst. 

[0006] Von den Erfindern wurde experimentell ermit- 
teit, daB porose Materialien (Membranen), welche an 
Ihrer Oberfittdie hydrophll und ungaladen oder negallv 
geladen waren, bei der Auftrennung von NuMeinsau- 
ren/Proteinen, die mit hydrophoben Farbstoffen mar- 
ldert waren. besonders gute Ergebnisse lleferten. 
[0007] Unter einem porosen Material soil edlndungs- 
gemaSe ein Material verstanden werden, dessen 
PorengrOBe derart ist, daQ eine darauf aufgetragene 
Probe zumlndest bei der Probenzugaba darauf und bei 
der Probenabgabe an ein Trennmittel, das sich z.B. in 
einer Elektrophorese-Apparatur befindet, im porosen 
Material infiOssiger Phase aufgrund von Kapillarkrdften 
daran gehaiten wird. Das porOse Material llegt vorzugs- 
weise In Form eines ProtMnzufflhrteils, z.B. In Form 
eines ICamms. der zahne aufweisen kann. aber nicht 
muB. vor. Diesee ProbenzufOhrteil Kann ganz oder tail- 
welse aus dem pordsen Material bestehen und ist an 
die Form einer Bektrophoreseapparatur angepaOt. 
[0008] Zwischenzeitlich karm das Probenmaterial in 
getrockneter Form in den Poren des porOsen Materials 
vorilegen. Realdonen zur chenrischen Bindung des 
Probervnatsrials an das ProbenzufOhrtBll sind abanso- 
wenig erfordedich wie chemische Reaktionen zum 
AUflsen des Probenmaterlate vor dam ProbenzufQhr- 
teil. Da die Kapillarkraitedas Probenmaterial Inderflus- 
sigen Phase bei der Probenabgabe bis zum Obertritt in 
die Elektrophoreee-Apparatur halten, besteht auch 
keine Einschrftnkung in Bezug auf die Orieniierung der 
Elektrophorese-Apparatur. Der AbschrM des Proben- 
zufiihrteils, das das Probenmaterial aufnimmt, besteht 
vorzugsweise durchgdnglg aus pOrosem Material. Die 
jbrigen Abechnrtte dee Probenzufuhrteils unterliegen 
keiner BeschrAnkung und kOnnen aus den fQr diese 
Gegenstftnde QUIchen PlastikmateriaBen seln. Anda- 
rerseits kann das Probenzufuhrteil auch vollat&ndig aus 
dem porOeem Msterial bestehen. 
[0009] Fur die Erfindung venwendbare porOse Mem- 
branen kOnnen ausgewfihlt warden aus: 

- Nylon 

(ungeladenes hydrophiles Qrundmalerial, das ggf. 
durch negativ geiadene Gruppen, z.B. CaibCKyi- oder 
HydrcK/lgruppen, aberflAchenmodifizlart Isl) 

- Poiyethersulfone 

(ungeladenes hydrophiles Grundmateriai, das ggf. 
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durch negativ geladene Gruppen, z.B. Caitxsxyl' Oder 
Hydroxylgruppen oberfiachenmodif iziert ist) 

- hydrophil modifiziertes Polyvinylidenfluorid 
(hydrophobes Grundmaterial, das durch Oberflfichen- s 
modifikation einen hydrophilen Charakter eitidlt) 

• Cellulose-Acetat 

(ungeladenes hydrophiles Grundmateriaf, das ggf. 
durch negativ geladane Gruppen, z.B. Carboxyl- Oder w 
Hydroxylgruppen oberf lachenmodifiziert iat) 

• Ceiiulose-Mischester 

(ungaladenes hydrophiles Grundmaterlal. das ggf. 
durch negativ geladene Gruppen, z B. Carboxyl- Oder is 
Hydroxygruppen oberfiachenmodifiziert ist} 

- regenerierte Cellulose 

(ungeladenes hydrophiles Grundmaterlal, das ggf. 
durch negativ geladene Gruppen. z.B. Carboxyl- oder so 
Hydroxylgruppen oberflAchenmodlfiziert ist) 

[0010] Vertahren zur Oberfiachenmodifikation sowie 
die AuskvaN geeigneter nfxx:lifizierender Gruppen fflr 
diese Membranen sirKl dem Rachmann hirveichend 2s 
bflkannt. AulSerdem sind die meisten Membranen h 
geeignet modifizierter Form bereHs Iduffich erhdltlich 
(vgl. Rg 1). 

[001 1 ] Bevorzugt wird ein poroses K^aiterlal mit einer 
mittleren Porengr03e unter 100 tun, vorzugsweise urrter so 
10 |iin, am bestan unter 1-2 eingesetzt bzw. mit 
einer mittleren PorengrOI3e zwischen 1 ,2 und 0,2 ^ 
am besten be! etwa 0,45-0,50 pm. Derarliges porOGee 
Material weist fOr die Qblicherwelse etngesetzten Pro- 
benmaterialien, insbeeondere im bioctiemischen as 
Bereich, ausreichend hohe Kapillarkr&ffe auf. 
[001 2] Unter dem Begriff "hydrophobe Farbstoffe" sol- 
I en alle farbgebenden Substanzen verstanden werden, 
die hydrophobe Eigenschaften haben und fur die Mar- 
Kerung von BiomolekQien eingeaetzt werden konnen. 4o 
Je nach gewdhlter Auftrennungs- bzw. Sequenzle- 
rungsmethode mussen verschiedene Farbstoffe ausge- 
wAhft werden. Eina Zusammenstellung bevorzugter 
Faitetoffe sind in Fig. 2 gezeigt. Von den Erf Indern wur- 
den eine Reihe von Membranen als porOse Materialien 4S 
for dia EJektrophorese getaatat. Es stellte skdi heraus, 
daB eine Nylonmembran, welche an Ihrer Oberfiache 
mrt zusAlzJichen Hydroxyl- oder Carboxyfgruppen modi- 
fiziert worden ist, bei Nukleinsauresequenzierungen, 
bel dem die stark hydrophoben Farbstoffe IRD700 oder so 
IRDdOO (Fa. Li-Cor) eingesetzt wurden, sehr gute 
Ergebrtrsae Befert. Dlea ist beiapielsweiae "Biodyne C 
Oder taprodyna" dar Fa. Pal galman. WuRje die Mar- 
kierung mit den Faitatoffen FITC (Fa. Pharmacia- 
Upjohn) Oder Cy5 (Fa. Pharmacia-Upjohn) vorgenom- ss 
men, stellte sich eine hydrophile Grundmatrix ohne 
zusfltzlicha Ladungstrflgar (z.B. eine nicht oberilflchen- 
modlfizierte Nylonmembran oder ein Gelluiose-Mische- 



ster) als am bevorzugteaten heraus. [Dies ist 
beispielsweise "Biodyne A" (Fa. Pail geiman) oder 
"Porafll Mentrarilter M-N" (Fa. Machery-Nagel). 
[0013] Der positive Effekt der erfirxlungsgemao ver- 
wendaten Membranen, insbesondara bei Verwendung 
von "Biodyne A" oder "Biodyne C" oder "Loprodyne", 
lann waiter gesteigert werden, wenn bei der DNA- 
Sequenzierung Sequenzierungspuffer verwendet war- 
den, die AnimoniumsuMBt enthalten urxJ die fOr die 
Sequenzierung notwerdigen ATT/G^C-Terminations- 
mixe dITP enthatten. Besonders gute Ergebnisse wer- 
den mK folgenden Puffem und Nukleolidmixan erreicht: 

in y Sfyimnzlflfungspufhr: 

[0014] 

30-70 (bevorzugt 50) mM MgOa 
100-150 (bevorzugt 125) mM TrIs-HCI 
100-200 (bevorzugt 150] mM (NH4)2S04 

A-Mix : 

[0015] 

0,5-2 (bawDTZugt 1) mM dATP 
0,5-3 (beworzugt 1) mM dCTP 
0.1-0.5 (bevorzugt 0,4) mM dOTP 
1 -2 (bevorzugt 1 ,6) mM dITP 
0,5-2 (bevorzugt 1) mM dTTP 
1 -10 (bevorzugt ^ fiM ddATP 

C-Mix: 

[0016] 

0.5-2 (bevorzugt 1) mM dATP 
0.5-3 (bevorzugt 1) mM dCTP 
0,1-0,5 (bevorzugt 0,4) mM dGTP 
1-2 (bevorzugt 1 ,6} mM dITP 
0,5-2 (bevorzugt 1) mM dTTP 
MO (bevorzugt 5) >iM ddCTP 

G-Mix: 

[0017] 

0,5-2 (bevorzugt 1) mM dATP 
0,5^ (bevorzugt 1) mM dCTP 
0.1-0,5 (bevorzugt 0.4) mM dGTP 
1 -2 (bevorzugt 1 .5) mM dITP 
0,5-2 (beworzugt 1} mM dTTP 
1-10 (bevorzugt 5) ^M ddGTP 
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T-Mix: 
[0018] 

0,5-2 (bevorzugi 1) mM dATP 
0,5-3 (bevoreugt 1) mM dCTP 
0,1-0,5 (bevorzugt 0.4) mM dGTTP 
1-2 (bevorzugt 1,6) mM dITP 
0,5-2 (bevoraugt 1) mM dTTP 
1 -1 0 (bevorzugt 5) mM ddTTP 

[0019] fOf die in der Anmeldung bevcrzugteste 
Anwendung, die DNA-Sequenzierung. seien ais Analy- 
semethoden beispialhaft die DNA-Detekiion mittels 
dine$ Sequenzierautomaten der Fa. Li-Cor Oder Fa. ABI 
Oder Aratde-EMBL genannt. Der Sequenzierautomat 
der Fa. Fa. U-Cor bestehrt aus eirer vertikalan Geieiek- 
trophorese-Apparatur, wobei am Ende ein Laser zum 
Arregen der mit einem Farbstoff markerlen Nuldein- 
sdure und ein DeteMor (Photomultiplier. Photodiode) 
zur Aufnahme des emittierlen UcHs vorharKlen ist. ana- 
lysiert Das Arakis-EMBL-System benutz! DeleWorar- 
rays, d.h. das Aufnahmesystem i$t stationSr und 
bested BUS 384 in Reihe angeordneten Enzaldioden 
auf 300 mm. 

[002(q Bel der GelchromatogrBfie geht es bevorzugt 
urn die Auftrermung von BiomolekOlen (z.B. NuWeinsdu- 
ren und Proteine), z.B. bei Southem, Norttiern bzw. 
Western Blot sowie bei SequenzlerungsreKtionen. 
[0021] Ein werterer Aspel^ der Erfindung ist auf ein 
Verfahren zur ZufOhrung von ProbenmateriaJ (z.B. 
Nukleinsauren oder Proteinen) gerichtet, dasmit einem 
hydrophoben FarbetoN markiert ist mittels einee Pro- 
benzufOhrteiis (unabhftngtg davon, ob diesee Zflhne 
aufweist Oder nicht) aus hydrophilem Membranmaterial, 
das an der Oberfldche neutral oder negativ geladen, 
wobei das Prot>enmaterial mit einem definierten Volu- 
men zwischen 1 0 nl und 5 p\ aktiv manuell oder automa- 
ti8iert beiaden wind. Dabei Isnn die aktive, manuelie 
Oder automatisierte Beladung mittels einer Nadel, niit- 
tels einer Piezopipette, mittels einer Kapillara. mittels 
eines Dispensers oder mittels einer Pipettenspilze 
geschahan. 

[0022] Um eine Probenabgabe vom Pnobezufiihrteil 
an dto Probenbeaibeitungsvorrichtung zu erzwingen. 
kann man ein den pordsen Materialabschnltt durdiset- 
zendee eiehtrisches Feld erzeugen, um einen Flu8 elek- 
trisch geladener MolekOle, MakromolekQie oder 
Teilchen des Probenmaterials vom porosen Materialab- 
schnilt In die Probenbearbeltungsvon-ichtung zu bewir- 
ken. Die Starke dee elektrisctien Felds wird in 
Abhangigteit von der eiektrischen Ladung so gewdhlt, 
da3 die Kapillarteftfte Oberwundan wurden. Besonders 
vorteilhaft ist die Anwendung dieses Verfahrensschritis 
bei der Elektrophorese, da dort sowieso die Mittel zur 
Erzeugung des eiektrischen Feldes vorgesehen sind 
[0023] Ist das ProbenzufQhrtell vollstflndig aus por6- 
sem Material, let es mOgllch, das Probenmaterial an 



beliebiger Stelle auf dem ProbenzufChrteil aufzutragen 
und die Gich ausgebildeten Kapillarlvafte fur den Pro- 
bentransport sorgen zu lassen. Es versteht sich aber 
von setbet. da8 Proben nur auf poroeen Materialab- 
5 schnitten aufgetragen warden und das ProbenzufOlirteil 
nachfbigend bis zur Kante aus porosem Material 
besteht, um den Oberlritt der Probe Ins Ti-ennmlttel zu 
gewfihrleisten. 

[0024] Auf dem ProbenzufiQhrteil karm man aber auch 
10 die MOglichkert des Mischens gezlelt ausnutzen, indem 
man das porOse Material an verschiedenen Stellen oder 
nacheinander an der gleichen Stelle mit den zu vermi- 
echenden Subetanzen benetzt. 
[0025] Es kOnnen, wie erwAhnt, feweils fOr sidi geeon- 

15 derte Materialabechnitte eingesetzt werden mit dem 
VorzuQ etrikter Trennung, ohne die Oefahr eines Uber- 
sprec^ens. Herstellung und Handhabung der Material - 
abschnitte vereinfacht sich jedoch dann wesentiich, 
wenn das ProbenzufQhrteil erfirKiungsgemafi einen 

20 Materiaiabschnittstrager umfaOt. welcher die Material- 
abschnitta In einer der geometrisGhen Anordnurrg der 
Probenannahmestelen entsprechenden Anordnung 
tragt. Es ist auch mOglich auf dem porOsen Material des 
ProbenzufOhrteils Abschnitte zu definteren, auf die die 

2S Probe manuell oder automatisiert aktiv aufgetragen 
werden kann und welche, die fOr einen Proi?enmaterial- 
auftrag, z.B. durch Aut)ringen einer Beschichtung, 
gespem sind. Die gespen'ten Bereiche sind dabei vor- 
zugsweise liydrophob, wAhrend die Probenauftragsbe- 

30 reiche vorzugsweise hydrophil sind. Diese 
unterschiediichen Berenhe kOnnen mehr oder weniger 
groQ sein und konnen abwechseln. 
[0026] Die Probenannahme des Probenmateriais 
durch die ProbenbeartMitungsainrichtung unter Einwir- 

55 kung des genannten eiektrischen Feldes setzt eine 
eleidrieche l^ung der zu bewegenden Substanzen 
voraus. Diese Ladung kann bei biologischen Makromo- 
lekDIen in gewOnschter Weise eriiallen werden, irdem 
man den pH-Wert der f iiissigen Phase in entsprechen- 

40 der Weise eineteiit. 

[OdSri Es hat sich heFBUsg8GtBllt,daB unter dem eiek- 
trischen Feld pcaktiech das gesamie Probenmaterial 
vom ProbenzufOhrlell abgegeben und der Probenbear- 
t^eitungseinriciHung zugefohrt wird. Dies eit>ffnet die 

45 MOgBchkeit, daB man das ProbenzufOhrteil mehrmals 
hintereinanderzur ZufOhrung von ProiMnflOssigkalt ain- 
setzt. Der Aufwand fur die DurchfQhrung des 
erfindungsgemflOen Varfahrens wird hleidurch wie- 
derum reduziert 

so [0028] Das ProbenzufUhrtei kann auf eine Vielzahl 
von Arten beiaden wenden. von denen beispielhaft die 
foigenden AuftFEigsvonrichtungen enwfthnt seien: 

• Piezopipette: Volumina bis in den NanoTrterbe- 
ss reich kOnnen aufgebracht warden, 

- Kapillare: Schmalste ROhrchen nehmen durch 
KapilarKrflfte Probenmaterial auf, 
das durch BerOhrung mit dem porO- 
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sen Material auf dem Probenzufuhr- 
teil an dieses abgegeben wild, 

• Nadel: Die Nadei nimmt das Pnobenmate- 

rial durch Adhasionskrdfte an der 
Spitze aui jnd gibt es bei BerGhrung 
mit dem porOsen Material dee Pro- 
benzirfOhrteils an dieses wieder ab, 

- Dispenser: Aitoeitet nach dem Unterdruck-Prin- 
zip, Volumina von 0.5 bis 1 iil kOn- 
nen genau ajfgenommen und 
abgegeben werden. 

[0029] Bmrzugt ertolgt der Auftrag dee Probenmate- 
rlBls auf das ProbenzufOhrtail automatfsiert. da damn 
erwartungsgemao eine genauere Auftragsfront erreiclit 
weiden kann, was gerade for Sequenzierungsreaktio- 
nan wOnschenswert ist. Hierzu kann ein Pipsttierroboter 
venwendet werden. Ganglge Gerate sind der Biomek 
2000 (Beckman Instruments) oder der Tekan Genesis 
RSP 200 (Fa. TeKan). Aber audi die manuelie Aufbrin- 
gung des Probenmaterials ist mOglich. Bworzugt von 
den obigen ALrftragungsmOgiichkertan ist der Auftrag 
mittels Piezopipette. d.h einem Dispenser dhnlich zu 
denen, die als Tintenstralifdructor bekarrt sind. 
{0030] Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren 
beschrieben. welche zeigen: 

Fig 1: Membran-Grundmaterialien 

Rg. 2: Hydrophobe Farbstoffe 

Rg. 3: A: Farbstotf Cy5 
B:Farb6toffFITC 
C:FarbstofflRD 700 
D:Faib6tDfflRD800 
E: FarbGtoff "ABI Big Dye'-Terminator 

Rg. 4: Sequenzierungsergebnis 

Eine mit IRQ 700 markierte DNA-Sequenz- 
reaktion wuide auf eine modrfizierte Nyton- 
Membran geladen, welche zusdtzliche Car- 
boxylgruppen tragi (Biodyne C") tragt. Das 
Qelbiki zeigt eine gute Auf Iflsung der Reak- 
tion, sowie Starke Signale. 

Rg. 5: Sequenzierungsergebnis 

Eine mit Cy5 markierte DNA-Sequenzreak- 
lion wurde auf eine modif izierte Nytonmem- 
bran geladen, welche zu6atzlk;he 
l-iydroxylgruppen trdgt (Loprodyne^ trflgt 
Das Gelbiid zeigt eine gute AuflOsung der 
Reaktion sowie starke Signale 

Rg. 6: Sequenzierungsergebnis 

Eine mft IRD 700 marWerte DNA-Sequenz- 
reaktion wurde auf eine modrfizierte Nylon - 
membran geladen, welche sine hohe Dichte 
anquaternftrer Ammoniumgruppen (> post- 
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tive Obeiliachenladung; Biodyne B^) tragt. 
Das QebiM zeigt fast keine Signale. 

Fig. 7: SequenzterungBergebnis 

Bne mit CyS markierte DNA-Sequenzreak- 
tion wurde auf eine modrfizierte Nyloomem- 
bran geladen, wefehe eine hohe Dtehte an 
quaternflren Annmoniumgruppen positive 
Oberftteheniadung: Biodyne B") irttgt Das 
Gelbiid zeigt fast kalne Signale. 

[0031 ] Die Erfindung wird weHsr artiand des Beispials 
beschrieben: 



Sequenzierung fflr Li-Cor 

Li-Cor-Reaidioiien: 

[0032] 

1 ^ll AmpilTaq FS DNA Polymerase 
1 ^l DNA 
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1 \i\ Reverse Primer 



1 mI UnlvBrsal Primer 



3s 2 0 X Sequenzierungspuffer 



(pBI jescript- Derlvat ; 
Insert-GrOBe ca. 2 

kB)(1^ni) 
(2 ^M) nvt IRD-700 
markiert (S'-CAGT 
QAA ACA QCT ATQ 

AC-S") 

(2 M^M) mH IRD-800 
markiert (5'-CGA 
CQT TQT AAA ACQ 
ACX3QCCAQT-3') 
(50 mM IMgG{2/125 
mM Tri8/150 mM 

(NH4)2S04) 



40 



46 



SO 



55 



[0033] Es wuden jeweils 4.5 vH des QenniGChs auf vier 
Rdhrchen vBrteilt, welche mit A, C, G oder T beschriftet 
waren und 2 ^1 des jeweiiigen Terminationsmixes 
(dNTPZ-ddNTP) enthielten. Der A-Mix entNelt 1 ml^ 
dATP. 1 mM dCTP. 0.4 mM dGTP, 1,6 mM dUP, 1 mM 
dTTP. 5 ^M ddATP: der C-Mix onthieJt 1 mM dATP, 1 mM 
dCTP. 0.4 mM dQTP. 1,6mM dITP, 1 mM dTTP. 5 /iM 
ddCTP; der Q-Mix enthielt 1 mM dATP, 1 mM dCTF, 0,4 
mM dQTP, 1,6mM dITP. 1 mM dTTP, 2,75 ddQTP 
und der T-MIx emhielt 1 mM dATP, 1 mM dCTP, 0.4 mM 
dGTP, 1,6mM dITR 1 mM dTTR 5 mW ddTTR Die so 
angesetzten Reaktionen wurden wie folgt gecycelt: 30 
mal mit den Schriften QS'C, 30" 55°C. 20"; 68°C, 30". 
Die ReaMionsgemische wurden bei 95*C fOr 10 Minu- 
ten im Thermocycler ganzlich eingedampft. Anachlie- 
Bend wurde 1 }J Loading Dye (Bestellnummer: 79448; 
Fa. Amersham) zugesetzt Jeweils 0,2 ^ jeder Reaktion 
(A, C, G, J) wurden auf verschledene porOse Kamm- 
Materialien (Biodyne C", Loprodyne", Bkxiyne B", 
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Porafil Membrarriilter M-N) durcli Appliloition mit einer 
Piezo-Pipette geladen und auf die Elektrophorese- 
Apparalur der Fa. U-Cor gebradit und die Elektrcpho- 
reee wie im u<;or-Prolokoll gemaa den Angaben dee 
Herstellers durchgefQhrt. Die E)(perimente wurden mit 5 
dem AmplitaqFS-Kit der Fa. Perkin-Elmerdurcligefiuhrt. 
[0034] Die Ergebnisee der Sequanziarungen sind in 
den Fig. 4-7 gezeigt 

[0035] Zusammenfassend ist festzustelien, daS bei 
Bnsatz einer Membran mrt positiver Oberfl^chenladung 10 
echtechte Ergebrlsee erzielt werden, wckhrend Membra- 
nen mrt negativer OberllAchanladung bests Ergsbnisse 
liefern. 

PMBntansprOche is 

1. Verwendjng von por6sen hydrophilen Membran- 
matertalien, die an ihrer Oberfldche neutral Oder 
negativ geladen sind, als Beladungsmaterialien bei 
der Qelelektrophoreee von NuMeineauren oder zo 
Proteinen, die mit einem hydrophoben Farbstoff 
marldert sind. 

2. Verwendung nach Anspruch 1. wobei die Membra- 
nen aus Nylon, Poiyethersulfone, modif izlerte Poly- 2s 
vlnylidannuoride, Celliilose-Acetat. Cellulose- 
MlGcheater oder regeneherte Celuloee sind. 

3. Verwendung nach Ansprucb 1 oder 2, wobel die 
Membranen die der Fig. 1 auegevvdhft werdea so 

4. Verwendung nach einem der vorhergehenden 
Ansprflchs, wobei der hydroplioba Farbstoff aus 
denen der Fig. 2 ausgewdiilt ist 

3S 

5. Verwendung nach einem der vorhergehenden 
Anepruche, wobei die Membran eine mit j-iydrcxyt- 
gruppen nxxlifizierte Nylon-Membran und der 
hydrophobe Farbstoff eine Emission im infraroten 
Bereich, insbesondere bei ca. 700-810 nm, zeigt 40 
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— ~= — = 

Grundmaterial 


Nvion 6,6 


Oberflachenla- 

dungseigenschaf- 

ten 


neutral 


negativ 


negativ 


neutral mit 
negativ 
polarisier- 
tem Cha- 
rakter 


Oberflachenmo- 
difikation 


keine Modi- 
fikation, hy- 
drophil durch 
Amino- und 
Carboxyl- 
gruppen des 
Nylons 


hohe Dichte 
an Carbox- 
ylgruppen 


Hydro- 
xylgruppen 


Amlnogrup- 
pen mod if i- 
zierte Ny- 
lon-Mem- 
bran 


Handelsname 


Biodyne A 


Biodyne C 


Loprodyne 


Immunody- 
ne ABC 


3 PorengroSe 


0,45 


0,45 


0,4-5 


0,45 


1 Materiaidicke 


0.16 


0,16 


0,16 


0,15 


1 Hersteller 


Pall Gelman 


Pall Gelman 


Pail Gelman 


Pall Gelman 



Fig. 1 
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Polyethersulfone \ 




ungeladen 




ungeladen 


hydrophil, nach- 
behandeit 






auf Polypropylen 



Z-Bind 450 


SS 450PR on 
Hollytek 


SG 460 


PSP-450 74456 


0,45 


0,45 


0,45 


0,45 


0,16 


0,27 


0,10 


0,21 


1 Pail Geltnan 


Pall Gelman 


Pa« Geiman 


Pall Gelman 



Fig. 1 (Forts. 1) 
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Cetiuiose-Acetat 


Cellulose-Mische* 
ster 


Cellulose-Mische- 
ster 


regenerierte 
Cellulose 


ungeladen 








hydrophil 


hydrophil 


hydrophil 


hydrophil 


porafil Membran- 
filter (M-N) 


porafil Membran- 
filter (M'N) 


GN-6 


S&S Ultra RC 






0,45 




an 


0,14 


0,16 


0,18 


Machery & Nagel 


Machery & Nagef 


Pall Gelman 


Schleicher & 

Schull 



Fig. 1 (Forts. 2) 
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Farfastoffe ABI-Saquenzer; 
■Big -dyes": 



hydrophob 

-Donor Fluoresceine : Absorption: 494nm 

Emission : 565nm 

-Donor Fluoresceine : Absorption: 494nm 

Emission : 592nm 

-Donor Ruoresceine : Abscrpticn: 4.s4nm 

Emission : 537nm 

-Donor Fluoresceine : Absorption: 494nm 

dTAMRA Emission: 6i7nfn 

Ladung: einfach negativ (pH 6.3) 

I ^ 
j Farbstoffe Li -Cor: 

IRD 700 : 

stark hydrophob 

Absorption: 68Snm Errussion: 705nm 

™ 800 

stark hydrophob 

Absorprtion: 787nm Emission: 807nnri 
Gesamtladung neutrai (pH 8.3) 



Farfastoffe Arakis: 

gehdrt zu den Cyaninfarbstoffen 
hydrophob 

Absofption: 649nm Emission: 670nm 
Gesamtladung neutraf (pH 8.3] 
FITC: 

Fluorescei/iiaothiocyanat 
hydrophob 

Absorption: 494nm Emission: 520nm 
Ladung : Qtnfach negatrv (pH 8.3) 

Fig. 2 



dRhodamine Acceptor: dR6G 
dRhodamine Acceptor dROX 
dRhodamine Acceptor dRno 
dRhodamine Acceptor: 
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Fig. 3A 
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0 










NCS 



Fig. 3B 
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.dCNTp 



Terminator 


Acceptor Dye 


A 


dR6G 


C 


dROX 


G 


dRllO 


T 


dTAMRA 



Fig. 3E 
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